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未成熟卵母細胞  (卵子 ) の体外成熟－体外受精－体外培養  (in vitro 
maturation-in vitro fertilization-in vitro culture; IVM-IVF-IVC) は、卵巣より
未成熟 (GV期) 卵母細胞を採取し、体外成熟培養 (in vitro maturation; IVM) 
を経て得られた成熟 (MII期) 卵子を体外受精 (in vitro fertilization; IVF) に









胞性卵巣症候群 (polycystic ovarian syndrome; PCOS) 患者においては、卵巣











における成熟率、胚発生率 (Eppig JJ et al., 1998; Mermillod P et al., 1999; 
Moor R et al., 2001; Trounson A et al., 2001)、着床率 (Cha KY et al., 2000; 




染色体異常と関連していることが IVF (Voullaire L et al., 2007)、IVM (Requena 
A et al., 2009) で報告されている。体外成熟卵子は体内成熟卵子に比べて染色体
異常の割合が高い (Emery BR et al., 2005) ことや、染色体異常は主に卵子の第
一減数分裂時の分離異常によって生じる (Hassold T et al., 1980; Angell RR et 





germinal vesicle: GV) の大部分を終了し停止している。そして性成熟後減数分
裂が再開し、卵核胞崩壊 (germinal vesicle breakdown: GVBD) を起こし、第
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一減数分裂中期 (metaphase I: MI) を経て第一極体を放出し、第二減数分裂中
期 (Metaphase II: MII) で再び停止し、排卵されて受精に備える (Fan HY et 













(Zenzes MT et al., 1992) ことが知られており、受精卵の染色体異常は約 25%、
新生児では 0.3%に見られる (Hassold T et al., 2001)。倍数性異常や染色体の不
足などの重篤な染色体異常であれば発育停止や流産、死産となり自然淘汰され
ることで出生まで至ることはないが、ヒトの場合 18トリソミー (エドワーズ症
候群)、21 トリソミー (ダウン症候群) などの常染色体異常や、XXY (クライン
フェルター症候群)、X (ターナー症候群) などの性染色体異常など、染色体異常
の種類や程度によっては妊娠継続、出生まで至ることが可能な場合もある 































シにおける卵胞サイズ、培地、温度、培養時間 (Ocaña-Quero JM et al., 1999)、
卵丘細胞付着程度 (Shioya Y et al., 1988)、ブタにおける培養時間 (Sosnowski 
J et al., 2003)、マウスにおける培地 (A'arabi SY et al., 1997)、FSH 添加 




























3週齢の未成熟 ICR雌マウスに 5IUのPMSG (セロトロピン; あすか製薬) を
腹腔内投与し (調整法は後述)、48時間後に頚椎脱臼により安楽死させ、卵巣を
滅菌したろ紙上に摘出した。摘出した卵巣は、インキュベーターにて予め 37℃
に保温した操作培地 (組成は後述) に移し、26G 針付きシリンジ (Terumo) で
卵胞を裂いて卵核胞 (germinal vesicle; GV) 期の卵丘細胞-卵母細胞複合体 
(cumulus-oocyte complex; COC) を採取した。卵丘細胞が 4層以上付着した良
好な COCを選別し、Waymouth’s MB752/1 (Invitrogen) 培地 (組成・作成法は
後述) で 3回洗浄後、100µl のドロップで 20個以下の COCを、37℃、5%CO2
の条件下で 12時間培養を行った。 
成熟培養後、COC は Hyaluronidase (組成は後述) 中でピペッティングによ
り卵丘細胞を取り除き、実体顕微鏡下で GV期、第一減数分裂中期 (Metaphase 
I)、第二減数分裂中期 (Metaphase II) の判定を行った。第一極体放出が確認さ
れた卵子を成熟卵子と判定した。 
 
PMSG (5IU) の調整と投与法 
製品アンプル (1000IU) に生理的食塩水を 1ml 添加し、ピペッティングにより
完全に溶かした後、1.5ml チューブに 50μlずつ分注し、-20℃で保存した。使用
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・Leibovitz’s L-15 Medium (Invitrogen) 
添加：5% Fetal bovine serum (FBS, Invitrogen) 
 
卵子成熟培地の組成 
・Waymouth’s MB752/1 Medium (Invitrogen) 
添加：5% Fetal bovine serum (FBS, Invitrogen) 
0.23mM Pyruvic acid (Wako) 
 
卵子成熟培地 (100μl) の作成法 
35mm のディッシュ (住友ベークライト) にオートピペットを用いて成熟培地
50μl のドロップを 4 つ作製し、ミネラルオイル (ナカライテスク) で覆った。
再び成熟培地のドロップに成熟培地 50μl を加えることで、1 つのドロップの液






0.1% Hyaluronidase (Sigma) 
   0.1% Polyvinyl alcohol (PVA, Sigma) 
 15 
２．体内成熟卵子の採取 
3 週齢の未成熟 ICR 雌マウスに 5IU の PMSG を腹腔内投与し、48 時間後に





hCG (5IU) の調整と投与法 
製品アンプル (1000IU) に生理的食塩水を 1ml 添加し、ピペッティングにより
完全に溶かした後、1.5ml チューブに 50μlずつ分注し、-20℃で保存した。使用




3 連ホールグラスに低張液 (調整法は後述) 400µl を分注し、成熟卵子を数回












染色体数が 20本を正倍数体 (Euploid)、15-19.5 本を染色体不足 (Hypoploid)、
20.5-25 本を染色体過剰 (Hyperploid)、40 本を二倍体 (Diploid) と判定した。






添加：1% クエン酸三ナトリウム二水和物 (Wako) 




































MII期卵子の割合は、10時間 : 95.1%、12時間 : 95.1%、16時間 : 96.6%、
20 時間 : 97.8%であり、培養 10 時間で既にほとんどの卵子が MII 期であり、
成熟率は 10時間以降プラトーに達していた。 
体外成熟培養時間の違いによる卵子染色体数の結果は表 4に示した。 
染色体数正常の卵子の割合は、10時間 : 93.5%、12時間 : 93.3%、16時間 : 


























Grade A : 4層以上の密な卵丘細胞が付着した COC (第一、第二節で使用) 
Grade B : 3層以下、または部分的に卵丘細胞が付着した COC 









MII期卵子の割合は、Grade A : 98.2%、Grade B : 85.3%、Grade C : 54.3%、
であり、Grade A、Grade B、Grade Cの順に有意に低下しており、Grade Cで
は 12時間後に GV期のままである卵子も多く存在した。 
卵丘細胞付着程度の違いによる卵子染色体数の結果は表 6に示した。 




PCS発生率は、Grade A : 1.1%、Grade B : 10.6%、Grade C : 47.2%であり、





































給しており (Brower PT et al., 1982、Sutton ML et al., 2003)、卵丘細胞が欠如
した卵母細胞は核成熟や細胞質成熟能が低下する (Chin AH et al., 2004)。さら
には、卵子の酸素消費量は卵子の成熟能の重要な指標となり、卵子の呼吸量は









































液 (組成は後述) にゆっくりと移し、40 分間室温で静置することにより固定を
行った。洗浄液で同様に 3回洗浄した後、200μl の保存液 (作製法は後述) を入





MilliQ水で 50ml に調整後、0.2µmフィルターでろ過滅菌を行った。 
 
洗浄液 (100µl) の作成法 
90mm のディッシュ (アズワン) にダコペン (Dako) で円を 3 つ描き、それぞ
















PVA (Sigma)  
BSA (Sigma)  
MilliQ水で 50ml に調整後、0.2µmフィルターでろ過滅菌を行った。 
 
２．免疫蛍光染色法による紡錘体および染色体の局在解析 
90mm のディッシュにダコペンで円を描き、固定した成熟卵子を 200µl の保
存液ごとオートピペットを用いて円内に移した。α-tubulinに対する一次抗体反
応には、Monoclonal anti-α-tubulin (T-9026; Sigma) を保存液で 500 倍希釈し
て用いた。抗体液 40μl に成熟卵子を移し、遮光のモイストチャンバー内で 1時
間、室温で静置し一次抗体反応を行った。その後、保存液で 3 回洗浄した。二
次抗体反応液には、FITC標識 Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (A-11029; 














色には 10μg/ml propidium iodide (PI, Sigma) をカバーガラス脇から流し込み、
遮光のモイストチャンバー内で 30分間、室温で静置し反応させ、保存液で洗浄
した。観察まで遮光のモイストチャンバー内で 4℃で保存した。観察には、共焦























交配に使用し受胎能を確認した 8～12週齢の成熟 ICR雄マウスを、約 1週間
雌マウスと隔離し精液採取に用いた。この成熟雄マウスを頚椎脱臼により安楽
死させ、精巣上体を滅菌したろ紙上に摘出した。摘出した精巣上体は、インキ
ュベーターにて予め平衡化を行った 400µl の精子前培養培地 (組成・作成法は後
述) に入れ、精巣上体尾部の下方をピンセットでつまみ、尾部全体を膨張させ、
26G注射針で裂き、15分間インキュベーター内で静置し、精子を自然に培地中
に懸濁させた。その後、精子前培養培地 0.8ml を入れた 1.5ml のチューブの底
面にパスツールピペットを用いて精子懸濁液をゆっくりと静置し、37℃、5%CO2




・HTF Medium (Irvine) 
添加：1mg/ml BSA (Sigma) 
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精子前培養培地 (400µl) の作成法 







察した。さらに精子数 (濃度) を調べるため、精液懸濁液を精子数計算板 (Cell 
Vision) を用いて計測した。媒精に必要な精子数は以下の計算式により算出した。 
この場合、受精培地 200μlあたり 1.0×105個の精子数を最終濃度とした。 
    培養液に加える精液量 ＝800/実測数 
受精に用いる成熟卵子を 200µl の受精培地 (組成・作成法は後述) で 3回洗浄
した後 20個以内で移し、精子を添加して 37℃、5%CO2の条件下で 6時間媒精
を行った。 





受精培地 (200µl) の組成と作成法 
・HTF Medium (Irvine) 
添加：4mg/ml BSA (Sigma) 
35mm のディッシュ (住友ベークライト) にオートピペットを用いて受精培地
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100μl のドロップを 3 つ作製し、ミネラルオイル (ナカライテスク) で覆った。
再び成熟培地のドロップに成熟培地 100μlを加えることで、1つのドロップの液
量を 200μl とした。続いて 37℃、5％CO2の条件下で 4 時間以上静置し平衡化
を行い、受精に用いた。 
 
発生培地 (100µl) の組成と作成法 
・KSOM-aa Medium (Zenith biotech) 
添加：1mg/ml BSA (Sigma) 
35mm のディッシュ (住友ベークライト) にオートピペットを用いて受精培地
50μl のドロップを 4 つ作製し、ミネラルオイル (ナカライテスク) で覆った。
再び成熟培地のドロップに成熟培地 50μl を加えることで、1 つのドロップの液

















2前核形成率は、Grade A : 87.7%、Grade B : 68.4%、Grade C : 48.1%であ
り、Grade A、Grade B、Grade Cの順に有意に低下していた。 
2細胞形成率は、Grade A : 96.8%、Grade B : 88.9%、Grade C : 76.0%であ
り、Grade Aと比較し Grade Cでは有意に低下していた。 
胚盤胞形成率は、Grade A : 83.9%、Grade B : 55.6%、Grade C : 28.0%であ






















媒精 6 時間後に 2 前核を形成した胚を、発生培地で 37℃、5%CO2の条件下
で 7時間培養を行った。その後、0.1μg/ml コルセミド (Wako) を添加した 100µl
の発生培地で 3回洗浄し、5時間追加培養を行い、染色体標本へと供した。 
固定や染色方法は、第二章 第一節のMII期卵子と同様に行った。 
染色体数が 40本を正倍数体 (Euploid)、30-39本を染色体不足 (Hypoploid)、













染色体数正常の胚の割合は、Grade A : 84.2%、Grade B : 75.0%、Grade C : 
53.8%であり、Grade A、Grade B、Grade Cの順に低下する傾向があった。 
また、染色体不足の胚の割合は、Grade A : 5.3%、Grade B : 25.0%、Grade C : 










































2 前核形成率は、裸化卵母細胞: 48.1%、人為的裸化卵母細胞: 60.6%であり、
有意な差は見られなかった。 






























Shioya ら (1988) は、体外成熟培養時の付着卵丘細胞の減少に伴い、成熟率





れている (Wang WH et al., 2002; Li Y et al., 2006)。紡錘体は形態的に先が鋭
い形と、幅が広くタル型での差が生じ (Combelles CM et al., 2000; Sanfins A et 
al., 2004)、紡錘体の形態が受精能、胚発生能を評価する指標になり得る(Wang Q 
et al., 2007; Sakai C et al., 2011) ことが報告されている。また、体外成熟卵子
は体内成熟卵子と比較し、微小管形態・構造や細胞質分布が変化する (Sanfins A 
et al., 2004; Moon JH et al., 2005) ことや、DNAフラグメントの割合が上昇す











また、均衡型 PCS は受精後第二減数分裂後期で異数性のリスクが高くなる 














































まず、MII期 (第二減数分裂中期) にて既に PCSが起きていたことから、PCS
発生のタイミングを探るべく、体外成熟過程における卵子の核成熟進行を調べ































MAD2 に対する一次抗体反応には、Polyclonal anti-MAD2 (Santa cruz 
biotechnology) を保存液で 200 倍希釈して用いた。抗体液 40μl に卵子を移し、
遮光のモイストチャンバー内で 1 時間、室温で静置し一次抗体反応を行った。
保存液で洗浄し、二次抗体反応液には、FITC 標識 Alexa Fluor 488 goat 
anti-rabbit IgG (A-150077; Molecular probes) を保存液で 200倍希釈して用い
た。抗体液 40μl に卵子を移し、遮光のモイストチャンバー内で 40 分間、室温
で静置し二次抗体反応を行った。保存液で洗浄し、卵子をスライドガラス上に
移し、カバーガラスで覆い卵子を保定した。透過処理後に保存液で洗浄し、
10μg/ml propidium iodide (PI, Sigma) による核染色後に保存液で洗浄した。観












































































第一節 単純組成培地による PCS 発生率および受精能、胚発生能評価 
これまでに体外成熟培養に用いていた培地である Waymouth’s MB752/1 は、
糖類や無機塩類をはじめ、ビタミン・アミノ酸が豊富な組織培地であることか

























成熟率は、Waymouth MB752/1 培地の卵丘細胞付着卵母細胞: 94.6%、人為
的裸化卵母細胞: 97.9%、HTF培地ではそれぞれ 97.2%、98.2%であり、同等の
成績を示した。 
2前核形成率は、Waymouth MB752/1 培地の卵丘細胞付着卵母細胞: 87.7%、











細胞: 94.4%、人為的裸化卵母細胞: 94.0%、HTF培地ではそれぞれ 92.0%、96.7%
であり、両培地共に差は見られなかった。 
PCS発生率は、Waymouth MB752/1 培地の卵丘細胞付着卵母細胞: 1.1%、人





















胞付着状態がGrade A (4層以上の密な卵丘細胞が付着したCOC) である未成熟
卵母細胞に対して、ピペッティングにより完全に卵丘細胞を除去したものとし、
除去した卵丘細胞を卵母細胞と共に成熟培地に加えたものを共培養とした。 













































(Rieger D et al., 1994、Saito et al., 1994)、卵成熟に必須ではないこと (Biggers 
JD et al., 1967、Cekleniak NA et al., 2001) も報告されている。さらに、
Waymouth MB752/1培地はシステインおよびシスチン濃度が高く、卵丘細胞で
のグルタチオン合成に用いられて、卵母細胞と卵丘細胞の結合により卵母細胞
へと取り込まれる (Funahashi et al., 1995)。グルタチオンはアミノ酸代謝や酸
































低いのが現状である (Cha KY et al., 2000; Child TJ et al., 2001; Piquette GN, 
2006; Lanzendorf SE, 2006)。これまでに、着床率の低さは染色体異常が関連し
ていること(Requena A et al., 2009)、染色体異常は主に卵子の第一減数分裂時
































































































































図1．ギムザ染色による第二減数分裂中 (Metaphase II) 期卵子の染色体像 
(A) 正倍数体 (Euploidy) n=20 
(B) 染色体不足 (Hypoploidy) n=19 
(C) 早期姉妹染色分体分離 (Premature chromatid separation; PCS) n=20 
(C′) 染色体拡大図 
 矢印は染色分体、矢頭は動原体部分を示す 
( A ) ( B ) ( C ) 
( C′ ) 
 培地 供試卵子数 GV ( % ) GVBD ( % ) MII ( % ) 






Ploidy ( % ) 
PCS ( % ) Euploid 
n=20 
Hypoploid 
n=15 - 19.5 
Hyperploid 
n=20.5 - 25 
Diploid 
n=40 
 体内成熟卵子 110 103 (93.6)   7 ( 6.4) 0 ( 0.0) 0 ( 0.0) 1 ( 0.9) 





供試卵子数 GV ( % ) GVBD ( % ) MII ( % ) 
 Waymouth 10h 123 2 ( 1.6) 4 ( 3.3) 117 (95.1) 
12h 122 1 ( 0.8) 5 ( 4.1) 116 (95.1) 
16h 145 1 ( 0.7) 4 ( 2.8) 140 (96.6) 








Ploidy ( % ) 
PCS ( % ) Euploid 
n=20 
Hypoploid 
n=15 - 19.5 
Hyperploid 





10h   93 87 (93.5)   6 ( 6.5) 0 ( 0.0) 0 ( 0.0) 3 ( 3.2) 
12h   90 84 (93.3)   6 ( 6.7) 0 ( 0.0) 0 ( 0.0) 1 ( 1.1) 
16h 104 93 (89.4) 10 ( 9.6) 0 ( 0.0) 1 ( 1.0) 2 ( 1.9) 
20h   94 85 (90.4)   8 ( 8.5) 1 ( 1.1) 0 ( 0.0) 1 ( 1.1) 
表4．体外成熟培養時間の違いにより得られた成熟卵子の染色体数 
有意差なし (P>0.05) 
( A ) ( B ) 
( B′ )  
( C ) 
図2．採卵時における卵丘細胞付着程度による未成熟卵母細胞の分類 
(A) Grade A: 4層以上の密な卵丘細胞が付着 
(B) Grade B: 3層以下の卵丘細胞が付着、(B′) Grade B: 部分的に卵丘細胞が付着 





供試卵子数 GV ( % ) GVBD ( % ) MII ( % ) 
 Waymouth Grade A 114   0 (  0.0) a   2 (  1.8) a 112 (98.2) a 
Grade B    95   9 (  9.5) b   5 (  5.3) a   81 (85.3) b 
Grade C   92 18 (19.6) c 24 (26.1) b   50 (54.3) c 








Ploidy ( % ) 












Grade A 89 84 (94.4) 5 (5.6) 0 (0.0) 0 (0.0)   1 (  1.1) a 
Grade B  66 63 (95.5) 3 (4.5) 0 (0.0) 0 (0.0)   7 (10.6) b 
Grade C 53 46 (86.8) 1 (1.9) 3 (5.7) 3 (5.7) 25 (47.2) c 
a-c  異符号間に有意差あり (P<0.05) 
図3．卵丘細胞付着程度の異なる未成熟卵母細胞より得られた第二減数分裂中 (Metaphase II) 期卵子 
    の微小管および染色体の局在 
(A) Grade A: 4層以上の密な卵丘細胞が付着 
(B) Grade B: 3層以下の卵丘細胞が付着もしくは部分的に卵丘細胞が付着 
(C) Grade C: 卵丘細胞の付着がなく、裸化状態 
緑：微小管 (α-tuburin)、赤：染色体、Bar=50μm 




供試卵子数 2前核形成数 ( % ) 2細胞形成数 ( % ) 胚盤胞形成数 ( % ) 
Waymouth Grade A 106 93 (87.7) a  90 (96.8) a  78 (83.9) a 
Grade B    79 54 (68.4) b    48 (88.9) a,b  30 (55.6) b 
Grade C   52 25 (48.1) c 19 (76.0) b    7 (28.0) c 
a-c 異符号間に有意差あり (P<0.05) 
表7. 卵丘細胞付着程度の異なる未成熟卵母細胞より得られた成熟卵子の受精・発生率 
( A ) ( B ) ( C ) 
図4．ギムザ染色による第一分割期胚の染色体像 
(A) 正倍数体 (Euploidy) 2n=40 
(B) 染色体不足 (Hypoploidy) 2n=38 











2n=30 - 39 
Hyperploid 
2n=41 - 50 
Triploid 
3n=60 
 Waymouth  Grade A 38 32 (84.2) 2 (  5.3) 2 (  5.3) 2 ( 5.3) 
Grade B  20 15 (75.0) 5 (25.0) 0 (  0.0) 0 ( 0.0) 








( % ) 
2前核形成数 
( % ) 
2細胞形成数 
( % ) 
胚盤胞形成数 
( % ) 
Waymouth 裸化 102 52 (51.0) b 25 (48.1) 19 (76.0) b   7 (28.0) 
人為的 
裸化 
  96 94 (97.9) a 57 (60.6) 55 (96.5) a 25 (43.9) 








Ploidy ( % ) 












裸化 53 46 (86.8) 1 (1.9) 3 (5.7) 3 (5.7) 25 (47.2) 
人為的 
裸化 
83 78 (94.0) 4 (4.8) 0 (0.0) 1 (1.2) 42 (50.6) 
有意差なし (P>0.05) 
図5．卵丘細胞付着程度の異なる未成熟卵母細胞より得られた第一減数分裂中 (Metaphase I) 期 




( A ) ( B ) 
図6．卵丘細胞付着程度の異なる未成熟卵母細胞より得られた第一減数分裂中 (Metaphase I) 期 











( % ) 
2前核形成数 
( % ) 
2細胞形成数 
( % ) 
胚盤胞形成数 




112 106 (94.6)   93 (87.7) a 90 (96.8)    78 (83.9) a 
人為的 
裸化 




108 105 (97.2) 86 (81.9) 84 (97.7)  56 (65.1) 
人為的 
裸化 
110 108 (98.2) 97 (89.8) 93 (95.9) 58 (59.8) 
a-b 同培地の異符号間に有意差あり (P<0.025) 
表11. 組成の異なる成熟培地から得られた成熟卵子の受精・発生率 







Ploidy ( % ) 
PCS ( % ) Euploid 
n=20 
Hypoploid 
n=15 - 19.5 
Hyperploid 







89 84 (94.4) 5 (5.6) 0 (0.0) 0 (0.0)  1 (  1.1) a 
人為的 
裸化 




87 80 (92.0) 6 (6.9) 1 (1.1) 0 (0.0) 0 (  0.0) 
人為的 
裸化 







Ploidy ( % ) 












人為的裸化 37 35 (94.6) 2 (  5.4) 0 (0.0) 0 (0.0) 22 (59.5) b 
卵丘細胞 
共培養 
38 33 (86.8) 4 (10.5) 1 (2.6) 0 (0.0) 13 (34.2) a 










































 Ascorbic Acid 
 D-Ca Pantothenate 
 Folic Acid 
 Niacinamide 
 Riboflavin 
 Vitamin B12 
 Biotin 
 Choline Chloride 
 I-Inositol 











 Sodiumu lactate 
 Sodiumu pyruvate 
 Sodiumu citrate 
Waymouth’s MB 752/1 Medium HTF (human tubal fluid) Medium 
図7．2種類の卵子体外成熟培地 組成の違い 
Waymouth’s MB 752/1 
( mM ) 
HTF 
( mM ) 
Calcium Chioride(CaCl2-2H2O) 0.816 2.04 
Magnesium Suifate(MgSO4-7H2O) 0.813 0.20 




Sodium Bicarbonate(NaHCO3) 26.67 25.00 
Sodium Chioride(NaCl) 103.45 97.80 
Glucose 27.78 2.7 
Sodium Pyruvate 0.23 0.33 
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